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Membrangebundene Mitochondrienenzyme
Von R. KRAMAR
Aus dem Institut für Medizinische Chemie der Universität Wien
(Eingegangen am 10. Mai 1971)
Ein großer Teil der Mitochondrienenzyme ist an die Membranen gebunden. Speziell die innere Mitochondrienmembran ist ein hoch-
geordnetes Multienzymsystem, dessen Architektur noch nicht vollständig geklart ist.
Eine Reihe von Enzymen, besonders die sog. Atmungsketten-Dehydrogenasen, ist außerordentlich fest mit der Membranstruktur ver-
bunden und bildet einen integralen Teil derselben. Zur Auflösung der Membran in submitochondriale Partikel bzw. zur Solubilisierung
der Enzyme sind daher besondere Methoden erforderlich. Weniger tiefgreifende Desintegration der Mitochondrien kann zur Isolierung
der Membranen und damit zur Lokalisierung der Enzyme verwendet werden: Für die meisten Mitochondrienenzyme bestehen heute
gut begründete Vorstellungen über ihre Lokalisation in den einzelnen Kompartimenten.
Solubilisierung und medizinisch-diagnostische Bedeutung dieser fest gebundenen Enzyme werden diskutiert und anhand spezieller
Beispiele erläutert.
Membrane-bound mitochondrial enzymes
A large proportion of the mitochondrial enzymes is bound to the membrane. The inner mitochondrial membrane in particular is a highly
ordered multienzyme system whose architecture is not yet fully explained.
Several enzymes, especially the respiratory chain dehydrogenases, are bound extraordinarily firmly to the membrane structure, of which
they form an integral part. Special methods are therefore required for the breakdown of the membrane into submitochondrial particles or
for the solubilisation of the enzymes. Less destructive methods can be used for the disintegration of the mitochondria, followed by iso-
lation of the membranes and localisation of the enzymes. The site of localisation of most mitochondrial enzymes within the separate
compartments of the mitochondrion is now known.
The solubilisation and the significance of these firmly bound enzymes in medical diagnosis is discussed and illustrated by special examples.
Die Bestimmung der Aktivität von Mitochondrien- Mitochondrien als Membranstrukturen
enzymen findet in der klinischen Chemie ausgedehnte
 (:1 ( < bauen sich aus einer äußeren und einer
Verwendung; die Auswahl der untersuchten Enzyme ^^
 Membran auf Diß ^ ^ Membran ^  faltet
beschrankte sich aber bis jetzt fast ausschließlich auf ^
 t auf ^  Wdse Cristafi ^  ^5, So
losliche Enzyme der•Matnx, die m das Blut übertreten
 entstehen
S
4 Hauptkonsumente, in denen Enzyme
können. Die fest m den Mitochondnenmembranen ver- t , ,. . . j
, _ . , , « . lokalisiert sind:
ankerten Enzyme sind erst in letzter Zeit interessant
geworden: Aktivitätsbestimmungen in Geweben und l-die äußere Membran,
Gewebsfraktionen werden in zunehmendem Maße für 2· ^ er Intermembranraum (Intracristalraum),
diagnostische Zwecke durchgeführt. Wenn auch unsere 3· ^ 6 'm*GTf Membran,
Kenntnis von den Veränderungen dieser fest gebundenen ^. die Matrix.
Enzyme unter experimentellen und pathologischen Be- Der geordnete Einbau von Enzymen in die Membran-
dingungen sehr gering ist, so kann doch erwartet wei> Struktur im Sinne eines Multienzymsystems und die
den, daß ihre Bestimmung neue diagnostische Hinweise relative Abgeschlossenheit der Enzymsysteme in den
liefern wird. einzelnen Kompartimenten begründet die Kontrolle und
Voraussetzung für 'die Messung derartiger Enzym- Kanalisierung des chemischen Geschehens. Molekular-
aktivitäten ist eine genaue Kenntnis der Eigenschaften biologic und Morphologie der Membran sind die
dieser Enzyme und der Bedingungen, die zu ihrer Schlüssel zum Verständnis komplizierter Reaktions-
Ablösung von der Membran führen. ablaufe, wie u. a. der oxydativen Phosphorylierung.
Die einschlägige Literatur ist bisher noch nicht in Hin- Andererseits entstehen Probleme für die praktische
blick auf klinisch-chemische Belange zusammengestellt Enzymologie: Selbst, wenn es fallweise gelingt, durch
worden. Die vorliegende Übersicht befaßt sich daher Standardprozeduren definierte Enzyme oder Enzym-
unter Berücksichtigung eigener Befunde mit allgemein komplexe von der Membran abzulösen, bleibt es schwie-
biochernischen und praktischen Aspekten dieser Gruppe rig, zu beurteilen, ob es sich dabei um das native Enzym
von Enzymen. handelt: Herausbrechen aus der Membran bedeutet Ab-
•
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bruch von Bindungen und Verlust der stabilisierenden
Membraneinheit. Solche Präparationen sind in mancher
Hinsicht interessant: Man kann aus ihnen Multienzym-
komplexe rekonstruieren und so zusätzlichen Einblick
in deren Aufbau und Funktionsweise gewinnen.
Aufbau der Mitochondrienmembran
Membranmodelle
Die Art der Verankerung der membrangebundenen
Enzyme —, und damit die Bedingungen, die für ihre
Ablösung erforderlich sind —, hängt eng mit der Struk-
tur der Mitochondrienmembran zusammen. Die Kontro-
verse über diese ist aber bis heute nicht beendet. Es
sollen daher zunächst einige Modelle, die für die Mito-
chondrienmembran in Erwägung gezogen wurden,
betrachtet werden.
1. Das erste Modell, das Protein und Lipid berücksich-
tigt, stammt von DANIELLI und DAVSON (1) und wurde
von ROBERTSON (2) als Einheitsmembran-Modell ver-
allgemeinert. Die Phospholipide liegen hier als moleku-
lare Doppelschicht mit ihren geladenen Gruppen nach
außen zwischen zwei Proteinschichten. Die Bindungs-
kräfte bestehen in einer Ionen-Wechselwirkung zwischen
den geladenen Gruppen der Lipide und der Proteine.
Das Modell ist zwar bestechend einfach, jedoch nicht
imstande, die meist sehr feste Verankerung der Membran-
proteine und ihr Solubilisierungsverhalten zu erklären.
Wie die unten folgende Betrachtung zeigt, sind die
Kräfte, die Enzyme an eine Membran binden, gerade
nicht salzartig oder wenigstens nicht zum überwiegen-
den Teil, wenn man von wenigen Ausnahmen absieht.
Auch die Tatsache, daß man aus Mitochondrien einen
Großteil der Phospholipide ohne eine wesentliche
Strukturänderung der inneren Membran extrahieren
kann (3, 4), spricht gegen die Gültigkeit des DANIELLI-
Modells für die innere Mitochondrienmembran.
2. Ein Modell, das die Wechselwirkung zwischen den
apolaren Anteilen von Lipid und Protein in den Vorder-
grund stellt, wurde von BENSON (5) vorgeschlagen. Hier
wird die Grundstruktur der Membran in ihrer ganzen
Dicke vom Protein gebildet. Das Lipid lagert sich in
diese Grundstruktur durch apolare Wechselwirkung ein,
so daß seine polaren Gruppen zum Teil an die beiden
Oberflächen der Membran gelangen können, also ge-
wissermaßen die Proteinschicht des DANiELLi-ModeUs
durchbrechen. Für unsere Betrachtung liegt der große
Vorteil dieses Modells darin, daß es die Wichtigkeit der
apolaren Protein-Lipid-Wechselwirkung betont und
somit prinzipiell eine Erklärung für die Enzym-solubili-
sierende Wirkung von Phospholipase anbietet: Die Ent-
fernung eines langkettigen Acylrests aus dem Phospho-
lipidverband schwächt die apolare Wechselwirkung und
leitet die Ablösung des Enzyms ein.
3. Die Schule GREENS hat eine extreme Weiterbildung
des BENSON-Modells entwickelt, die sich speziell für die
innere Membran eignet. Auch nach diesem Modell
herrscht eine innige Wechselwirkung zwischen Lipid und
Protein, aber es bilden sich kugelförmige Aggregate.
Die Membran wird durch Aneinanderreihung solcher
kugelförmiger, stöchiometrisch definierter Lipoproteid-
komplexe entstanden gedacht. Das Membrankontinuum
ist durchbrochen (6. 7).
Bestechend an dieser Vorstellung ist, daß sie zwanglos
eine Verbindung zwischen der hohen Spezifität und dem
geordneten Zusammenwirken der Reaktionen der End-
oxydation und ihrer strukturellen Organisation herstellt.
Der funktionellen Ordnung in ' der Atmungskette,
repräsentiert durch die 4 Enzymkomplexe NADH-
Ubichinonreductase (Komplex I), Succinat-Ubichinon-
reductase (Komplex II), Ubichinon-Cytochrom c-Reduc-
tase (Komplex III) und Cytochromoxydase (Komplex
IV) entsprechen isolierbare Lipoproteinkomplexe. We-
sentlicher Schritt der Isolierung ist die Behandlung mit
Cholat und (oder) Desoxycholat und Salzen (8—13).
Freilich ist damit nicht bewiesen, daß diese Lipoprotein-
Untereinheiten wirklich in der Membran präformiert
sind, da die Bildung von Artefakten durch das Deter-
gens nicht von der Hand gewiesen werden kann. Immer-
hin dürften aber schon in der nativen Membran sehr
spezifische Wechselwirkungen auftreten, die durch ein
kontinuierliches Membranmodell nicht zum Ausdruck
gebracht werden.
Im Gegensatz zu diesen Verhältnissen bei der Mitochon-
drienmembran kann man wahrscheinlich bei anderen
Membranen, insbesondere bei Plasmamembranen, den
Aufbau aus definierten Lipoprotein-Bausteinen aus-
schließen: Hier kommt es durch Detergenseinwirkung
leicht zur Dissoziation in Membranproteine und Phos-
pholipide (14), wie sie bei Mitochondrienmembränen
nur schwierig und nicht in diesem Ausmaß erzielt
werden kann.
Rekonstitutionsexperimente mit den isolierten Kom-
plexen der Atmungskette haben gezeigt, daß es möglich
ist, alle Komplexe zu einer funktionierenden Einheit
des Elektronentransports zusammenzufügen (15—17)
oder auch nur zwei oder drei miteinander zu vereinigen,
z. B. Komplex II, III und IV zur Succinatoxydase zu
rekonstituieren (16). Freilich darf man, auch wenn man
diese Vorstellungen der GREEN'schen Schule übernimmt,
nicht übersehen, daß die innere Membran, wie später
besprochen werden soll, erwiesenermaßen andere Enzy-
me enthält, die ebenfalls als größere Komplexe auftreten,
wie etwa das Prolinoxydasesystem. Die Vorstellung
eines Mosaiks aus nur 4 Komplexen ist zu einfach.
Immerhin weisen elektronenoptische Befunde (18) auf
den Aufbau der inneren Membran aus diskreten sog.
Basiseinheiten hin. An ihrer Innenseite trägt .die innere
Membran gestielte Kügelchen ("knobs") (19), die zuerst
als Respirationsensembles mißdeutet (19), schließlich
aber als Sitz der mitochondrialen ATPase erkannt wiu>
den (20—22). Dementsprechend haben GREEN und
TZAGOLOFF gefordert (23) jede mit einem "knob" ver-
bundene Basiseinheit der inneren Membran repräsen-
tiere je einen der vier Respirationskomplexe.
4. GREEN hat in einer jüngst erschienenen Arbeit seine
Vorstellungen etwas modifiziert und sie physikalisch zu
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begründen versucht (24). In seinem sog. Protein-
kristallmodell nimmt er eine locker gepackte Doppel-
schicht von globulären Proteinmolekülen an, die viel-
leicht zum größeren Teil durch polare Wechselwirkung
zusammengehalten werden. Die Hohlräume zwischen
den Proteinmolekülen sind vorwiegend von apolaren
Proteinbezirken begrenzt, und daher mit dem Fettsäure-
anteil der Phospholipide gefüllt, deren polare Bezirke an
die Oberfläche der Membran ragen.
Das Modell läßt sich mit elektronenoptischen Daten
vereinbaren und berücksichtigt die Wichtigkeit der
Protein-Protein-Wechselwirkung neben der apolaren
Protein-Lipid-Wechselwirkung.
Unterschiede zwischen äußerer und innerer
Membran
Es wurde bereits erwähnt, daß aus der inneren Membran
im Gegensatz zur äußeren die Hauptmenge des Lipids
extrahiert werden kann, ohne daß dabei die Doppel-
schichtstruktur verloren geht (3, 4). Nur die innere
Membran trägt „knobs" und geordnete Multienzym-
systeme. Das einfache Doppelschichtmodell scheint auf
sie nicht anwendbar zu sein. Sie läßt sich eher mit Chloro-
plasten oder bakteriellen Mesosomenmembranen ver-
gleichen als mit den einfacher aufgebauten Plasma- oder
Reticulum-Membranen. Während die äußere Membran
für Substanzen bis zu einem Molekulargewicht von
10000 unspezifisch semipermeabel ist, kann die innere nur
von kleinen Molekülen (etwa bis zu einem Molekular-
gewicht von 150) frei passiert werden (25).
Die Lipidzusammensetzung der beiden Membranen zeigt
große Unterschiede: Nur die innere Membran enthält
Cardiolipin (26) und Ubichinon (27), während Chol-
esterin (28) und Phosphatidylinosit (26) stärker in der
äußeren Membran vertreten sind.
Der höhere Cholesteringehalt der äußeren Membran
erklärt, daß sie bevorzugt von Digitonin angegriffen
und abgelöst wird.
Cardiolipin wiederum scheint für das Haften von Enzy-
men an der inneren Membran wichtig zu sein: NADH-
Dehydrogenase kann durch Phospholipase A aus Crotalus
adamanteus, die Cardiolipin nicht spaltet, nicht solubili-
siert werden, wohl aber durch das Enzym aus Naja najay
das, wenn auch nur relativ langsam, mit Cardiolipin
reagiert (3).
Innere und äußere Mitochondrienmembran unterscheid
den sich aber nicht nur in Lipidzusammensetzung und
Struktur, sondern auch dadurch, daß die äußere Mem-
bran im Gegensatz zur inneren gewisse Enzyme mit
den Membranen des endoplasmatischen Reticulums ge-
meinsam hat (31, 26), von denen sie sich vielleicht
entwicklungsgeschichtlich ableitet (32).
Desintegration der Mitochondrien und Lokalisie-
rung von Enzymen
Wie erwähnt, besteht eine enge Beziehung zwischen der
Membranstruktur und den Methoden, die geeignet sind,
Mitochondrien in definierter Weise zu zerlegen.
Bei den dabei entstehenden submitochondrialen Partikeln
handelt es sich entweder um das intakte Ensemble von
innerer Membran und Matrix oder aber um verschieden
große Bruchstücke der inneren Membran, die sich bei
gleichzeitigem Austritt der Matrix-Enzyme bilden.
Standardisierte Desintegrationsverfahren und anschlie-
ßende Trennung der Membranen haben bedeutende
Fortschritte bei der Lokalisierung von Mitochondrien-
enzymen ermöglicht. Tabelle l zeigt die wichtigsten
Abbauverfahren für Mitochondrien und ihre spezielle
Anwendung bei der Lokalisierung von Enzymen.
Tab. l
Methoden zum Abbau von Mitochondrien und ihre Anwendung bei
der Lokalisierung von Enzymen
Desintegrations-
prinzip
Osmotische Lyse
Digitonin
Frieren-Tauen
Ultraschall
Enzyme
Zur Enzymlokalisierung
verwendete Modifikation
Hypotone Lösungen, Wasser
Niedrige Konzentration(0,1 mg/mg Protein)
In hypertonem Saccharose-
medium mit flüss. Luft
Milde Behandlung nach
Schwellen in hypotoner
Phosphat- und Kontraktion
in hypertoner ATP-Mg*·*·-
Saccharoselösung
Schlangengift-Phospho-
lipase A
Literatur
32—39
37, 40—42
43
31, 44
45, 46
Durch die vier zuerst aufgezählten Verfahren wird bei
genauer Standardisierung der Bedingungen nur die
äußere Membran abgelöst. Durch differentielle oder
Gradienten-Zentrifugation kann man eine Innenmem-
bran-Matrix und eine Außenmembranfraktion isolieren.
Die erstere kann weiter abgebaut werden; die Matrix-
enzyme werden dann frei.
Werden die Desintegrationsbedingungen nicht exakt
kontrolliert, so bilden sich andere Bruchstücke. So
kommt es in Abhängigkeit von der Konzentration des
Digitonins zuerst nur zur Ablösung der äußeren Mem-
bran. Höhere Konzentrationen aber führen zur teil-
weisen Fragmentierung der inneren Membran und zum
Austritt der Matrix (47, 48). Schließlich erfolgt die
Zerlegung der inneren Membran in relativ kleine Bruch-
stücke (41, 42, 49).
Bei Behandlung von Mitochondrienpräparationen mit
Schlangengift-Phospholipase A (48, 49) werden andere
Enzymlokalisationen gefunden als durch die oben er-
wähnten Methoden. Phospholipase A greif t nämlich beide
Membranen eher unterschiedslos an (43), so daß gleich-
zeitig Enzyme der Matrix, des Intermembranraumes und
der Membranen frei werden. So kam es, daß von GREEN
und Mitarbeitern angenommen wurde, die Enzyme des
Qtratcyclus nnd der ß-Oxydation seien locker an die
äußere Membran gebunden (46, 50), was mit den durch
andere Methoden gewonnenen Ergebnissen, die meist
durch elektronenmikroskopische Charakterisierung der
isolierten Membranen gestützt werden, nicht überein-
stimmt.
Aus Experimenten mit Phospholipase kann man nur
dann auf die Lokalisation eines Enzyms in der inneren
Membran schließen, wenn das betreffende Enzym bei
fraktionierter Extraktion von Mitochondrien mit Phos-
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Tab. 2
Lokalisation einiger Mitochondrienenzyme
I. Äußere Membran
2. Intermembran-
raum
3. Innere Membran
*
4. Matrix
Trivialname
Acyl-Co-A-Synthetase (ATP- '
abhängig, für langkettige
Fettsäuren)1)
Choünphosphotransferase
Cytochrom be-artigesHamoprotein
Fettsäureverlängerndes System
für C14 und Cie
Glycerinphosphat-Acyltrans-
ferase
Kynurenin-3-Hydroxylase
Lysophosphatid-Acyltrans-
ferase
Monoaminoxydase
NADH-Cytochrom c-Reduc-
tase (Rotenon-insensitiv)
Nucleosiddiphosphat-Kinase8)
Phosphatidat-Phosphatase
Phospholipase A2
Adenylat^Kinase
(mitochondriale) ATPase
(„Kopplungsfaktor F/')
Carnitin-Palmitoyltrans-
ferase3)
Cholin-Dehydrogenase
Cytochrome a und c
Enoyl-CoA-Hydratase
Enzyme der mitochondrialen
Fettsäuresynthese (Fettsäure-
verlängerndes System) und der
0-Oxydation
Ferrochelatase
Glycerinphosphat-Dehydro-
genase
/?-Hydroxybutyrat-Dehydro-
genase
/5-Hydroxyacyl CoA-Dehydro-
genase
NADH-Dehydrogenase
NAD(P)-Transhydrogenase
Prolin-Dehydrogenase
Steroid-1 1 /3-Hydroxylase
Succinat-Dehydrogenase
Acyl-CoA-Synthetasen (ATP-
abhängig, für mittlere und
kurzkett. Fettsäuren
Acyl-CoA-Synthetase (GTP-
abhängig)
<5-Aminolävulinsäure-Synthetase
Aspartat-Aminotransferase(„GOT")4)
Citratcyclusenzyme (außer
Succinatd ehy d rogenase)
Glutamat-Dehydrogenase
GTP-Adenylat-Kinase
Ornithin-Transcarbamylase
Phosphopyruvat-Carboxylase
^-Pyrrolin-S-carbonsäure-
Dehydrogenase
Pyruvat-Carboxylase
Systematischer Name
Säure: CoA-Ligase (AMP)
CDP-Cholin : 1 ,2-DigIycerid-Cholin-
phosphotransferase
Acyl-Co A: L-Glycerin-3-phosphat-O-
Acyltransferase
L-Kynurenin, reduziertes NADP:
Sauerstoff-Oxydoreduktase(3-hydroxyiierend)
Acyl-Co A: Lysophosphatid-O-
acyltransferase
Monoamin : Sauerstoff-Oxydoreduktase(desaminierend)
Reduziertes NAD : .Ferricytochrom-
b5-Reduktase?
ATP : Nucleosiddiphosphat-Phospho-
transferase
L-«-Phosphatidat-Phosphohydrolase
Phosphatid-Acylhydrolase
ATP : AMP-Phosphotransf erase
•
ATP-Phosphohydrolase
Palmitoyl-Co A: Carnitin-Palmitoyl-
transferase
Cholin : (Acceptor)-Oxydoreduktase
L-3-Hydroxyacyl-CoA-Hydro-lyase
Protohäm: Ferrolyase
L-GIycerin-3-phosphat: Cytochrom
c-Oxydoreduktase
D-3-Hydroxybutyrat: NAD-Oxydo-
reduktase
L-3-Hydroxyacyl-CoA: NAD-Oxydo-
reduktase
Reduziertes NAD: (Acceptor)-
Oxydoreduktase
Reduziertes NADP: NAD-Oxydo-
reduktase
L-Prolin : (Acceptor)-Oxydoreduktase
Steroid, reduziertes NADP:
SauerstoffrOxydoreduktase
Succinat : Acceptor-Oxydoreduktase
Säure: CoA-Ligase (AMP)
Säure: CoA-Ligase (GDP)
Succinyl-CoA: Glycin-Succinyl-
transf erase
L-Aspartat : 2-OxogIutarat-Amino-
transferase
L-GIutamat: NAD-Oxydoreduktase(desaminierend)
GTP: AMP-Phosphotransferase
Carbamoylphosphat: L-Ornithin-
carbamoyltransferase
GTP: Oxalacetat^Carboxy-lyase(phosphorylierend)
J^Pyrrolin-S-carboxylät: NAD:
Oxydoreduktase
Pyruvat-COa-Ligase (ADP)
EC
6.2.1.3
2.7.8.2
2.3.1. 15
1.14.1.2
2.3.1.?
1.4.3.4
1.6.2.2
2.7.4.6
3.1.3.4
3.1.1.4
2.7.4.3
3.6.1.3
2.3.1.?
1.1.99.1
4.2.1.17
4.99.1.1
1.1.2.1
1.1.1.30
1.1.1.35
1.6.99.3
1.6.1.1
1.5.99.?
1.14.1.6
1.3.99.1
6.2.1.2
6.2.1.?
2.3.1.?
2.6.1.1
1.4.1.2
2. 7. 4. 10
2.1.3.3
4.1.1.32
.6.4.1.1
Literatur
53—57
26
31,44
i
58
26
35, 59, 60
26
34, 35, 60, 61
31, 35, 41, 44, 60, 61
62, 63
26
64
31, 35, 43, 61
19—22, 31,44
53, 65
66
35, 67
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2 Eine relativ geringe Aktivität einer anderen ATP-abhängigen Acyl-CoA-Synthetase für langkettige Fettsäuren (etwa 10% der Gesamtaktivität),
Matrix (5?) mit dCm EnZym fÜr FettSäUfen mittlerer Kettenlänge (55) nichts zu tun hat, findet sich im Kompartiment Innere Membran*
2) Möglicherweise auch im Intermembranraum (35).
CamiinVa^mit^ gebundenen existiert auch ein „lösliches" (vielleicht im Intermembranraum lokalisiertes) Isoenzym der
') Möglicherweise auch an der Innenseite der inneren Membran gebunden (39).
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pholipase später als die Hauptmenge der übrigen solu-
bilisierbaren Proteine gelöst wird, wie wir bei NAD(P)-
Transhydrogenase gezeigt haben (51).
Bei den bisher besprochenen Verfahren wird durch
quantitative Enzymanalyse gezeigt, daß sich ein Enzym
bevorzugt in einer durch standardisierte Desintegration
hergestellten und morphologisch eindeutig zuordenbaren
Fraktion befindet. Die Lokalisierung von Enzymen kann
aber auch durch direkte Korrelierung von Enzym-
aktivitätsdaten und morphometrischen Parametern ge-
sucht werden. So wurde z. B. gezeigt, daß der Glycero-
phosphatoxydasegehalt der Zelle mit der Vergrößerung
der inneren Mitochondrienmembran zunimmt (52).
Tabelle 2 zeigt deutlich, welcher Fortschritt in den
letzten Jahren bei der Lokalisierung von Mitochondrien-
enzymen gemacht wurde.
Selbstverständlich sind derartig eindeutige Lokalisierun-
gen von Enzymen, wie sie* hier angenommen werden,
Vereinfachungen, die nur in Grenzfällen ideal verwirk-
licht sind.
So findet man einen Teil der Enzyme der inneren Mem-
bran nach längerer Behandlung mit Ultraschall in der
löslichen Fraktion: Der Übergang von den fest in die
Membranstruktur integrierten über die relativ locker
an die Innenseite der inneren Membran gebundenen zu
den in der Matrix frei gelösten Enzymen ist graduell (39).
Immerhin gibt es eine Reihe von sehr fest verankerten
Enzymen, bei denen auch sehr intensive Ultraschall-
behandlung wirkungslos bleibt. Dazu gehören die in
Tabelle 2 angeführten Dehydrogenasen der inneren
Membran, NAD(P)-Transhydrogenase und die Cyto-
chrome. Das scheint die bevorzugte Stellung der
Respirationskomplexe beim Aufbau der inneren Mem-
bran, wie sie von GREEN gefordert wurde, zu bestätigen.
Gewisse andere Enzyme sind weniger essentiell am
Einheitsmuster der Membran beteiligt und eher locker
attachiert. Wie Tabelle 2 zeigt, enthält die äußere Mem-
bran, abgesehen von einigen Enzymen des Phospholipid-
stoffwechsels, keine geschlossene Gruppe funktionell ver-
wandter Enzyme.
Die Enzyme des inneren Kompartiments bilden eine
Gruppe, die hauptsächlich mit katabolen Vorgängen und
mit der oxydativen Phosphorylierung zusammenhängt.
Exakte Daten über die Lokalisiation der Enzyme der
mitochondrialen Proteinsynthese stehen zwar nicht zur
Verfügung; da aber die mitochondriale DNA (82) und
RNA (83) hauptsächlich im Kompartiment innere
Membran-Matrix gefunden wird und isolierte Mito-
chondrien Aminosäuren in eine noch ungenügend cha-
rakterisierte, sehr hochmolekulare Proteinfraktion der
inneren Membran einbauen (84, 85), sind mit großer
Wahrscheinlichkeit auch die Enzyme der mitochon-
drialen Proteinsynthese in diesem Kompartiment loka-
lisiert.
Submitochondriale Partikel
Submitochondriale Partikel, die durch die weiter oben
beschriebenen Abbaumethoden erhalten werden, sind
Bruchstücke der inneren Membran, die sich voneinander
durch ihre verschiedene Fähigkeit zur oxydativen Phos-
phorylierung und allgemein zu energiegekoppelten Reak-
tionen unterscheiden. Morphologisch äußert sich dies
im Vorhandensein von Membrankügelchen, die durch
Negativkontrastierung darstellbar sind und dem Kopp-
lungsfaktor Fj entsprechen.
Allerdings sind Detergentien, Ultraschall und mechani-
sche Methoden nicht imstande, die innere Membran
völlig von Fx zu befreien, während Behandlung mit
Harnstoff nach einer Gelfiltration sog. SU-Partikeln
liefert, die praktisch kein Fa mehr enthalten (22).
In Tabelle 3 sind einige Beispiele für Submitochondriale
Partikeln angeführt.
Bei der Desintegration der Mitochondrien durch Deter-
gentien hängt es von der Art und der Konzentration des
Detergens ab, wie weit die innere Membran abgebaut
wird. So enthalten Digitoninpartikeln nach LEHNINGER
(47, 48) keine Matrix-Enzyme mehr, da die innere Mem-
bran geöffnet wurde. Dagegen entstehen bei der milderen
Prozedur von SCHNAITMAN und Mitarbeitern (34) zum
größeren Teil Partikeln mit intakter innerer Membran.
Tab. 3
Submitochondriale Partikel
Bezeichnung Charakterisierung Präparationsmethode Literatur
Digitoninpartikel
Ultraschallpartikel, phosphorylierendes
Elektronentransportpartikel (ETPH)
Nicht phosphorylierendes Elektronen-
transportpartikel (ETP)
K e i l i n-H a r t r e e-Präparation
Elementarpartikel des Elektronen-
transports
„SU-Partikel"
Bruchstück der inneren Membran;
orientiert wie in intakten Mitochon-
drien (Kügelchen innen), phosphory-
lierend, Mätrixenzyme fehlen
Bruchstück der inneren Membran; um-
gestülpt (Kügelchen außen), Matrix-
enzyme fehlen
Bruchstück der inneren Membran;
nicht phosphorylierend, Matrixenzyme
fehlen
Bruchstücke der inneren Membran.
Einige energieabhängige Reaktionen
erhalten
ETP mit angereicherten Elektronen-
transportkomponenten, Kombination
der 4 Komplexe der Atmungskette.
Nicht phosphorylierend
Nicht phosphorylierend, F! fehlt,
keine Membrankügelchen nachweisbar
Mitochondrien mit etwa 0,5 mg Digitonin/ 47, 48,
mg Protein behandelt. Sedimentation 86—88(30 Min. 110000g)
Kurze Ultraschallbehandlung von Mito- 89, 90
chondrien, Sedimentation (30—40 Min.,
110000 g)
Mechanisches Homogenisieren von 91
Mitochondrien bei pH 8,6 oder Behand-
lung mit Äthanol (10%) Sedimentation(40 Min., 110000 5)
Homogenisieren von Herzmuskel mit 92—94
Sand, Sedimentation der Partikel
Behandlung der Mitochondrien mit 95
Cholat + Desoxycholat, Isolierung des
zwischen 33 und 50% Satt, mit Am-
moniumsulfat flotierenden Produktes
Passage submitochondrialer Partikel aus 22
Herz durch Sephadex G-50, Entfernung
von FI durch Behandlung mit Harnstoff
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Jedenfalls bilden sich in beiden Fällen Partikeln, die auch
aus dem detergenshaltigen Medium leicht sedimentiert
werden können.
Kräftigere Detergensbehandlung (vor allem Cholat oder
Desoxycholat mit Salzzusatz) baut die Membran so
stark ab, daß die funktionellen Komplexe, also vor allem
die des Elektronentransports frei werden und durch
geeignete Methoden isoliert werden können. Solche
Präparate enthalten die einzelnen Respirationskomplexe,
Kombinationen derselben oder das gesamte Respirations-
ensemble (8—13, 95).
Die mit Hilfe von Detergens dispergierten Komplexe
sedimentieren auch bei hochtouriger Zentrifugierung
nicht. Obwohl von diesen Präparaten keine Molekular-
gewichtsbestimmungen vorliegen, kann man doch an-
nehmen, daß sie in diesem Zustand zumindest virtuell
jene ziemlich niedrigen Teilchengewichte besitzen, wie
sie aus dem Gehalt an Flavinen oder Cytochromen be-
rechnet werden können, nämlich etwa zwischen 200000
(Komplex III) und 530000 (Komplex I) (95).- Das so
ermittelte Teilchengewicht des Komlexes I ist praktisch
mit dem der „echt" gelösten NADH-Dehydrogenase
identisch (96).
Entfernt man »das Detergens, so werden die Präparate
häufig unlöslich, da nun relativ starke Kräfte wirksam
werden und sich Membranstrukturen, die als vesikuläre
Gebilde auftreten, ausbilden können. Solche Präparatio-
nen werden zwar gewöhnlich als partikulär bezeichnet,
man sollte sie aber trotzdem von den eigentlichen sub-
mitochondrialenPartikeln (vgl. Tab. 3) unterscheiden, die
ja sehr große Bruchstücke der inneren Mitochondrien-
membran mit Teilchengewichten um l O9 sind.
Praktische Aspekte
Sollen die Enzyme der inneren Mitochondrienmembran
reproduzierbar bestimmt werden, ist ein Aufschluß der
Mitochondrien, das heißt ein gewisser Abbau der
Membranen, nötig. Meist ist es in der Praxis am einfach-
sten, trübe, membranhältige Suspensionen mit Hilfe
eines Detergens, von dem feststeht, daß es die inter-
essierenden Enzyme nicht schädigt, zu klären. Eventuell
kann eine hochtourige Zentrifugierung angeschlossen
werden, die einen Extrakt liefert, der im günstigen Fall
die untersuchten Enzyme quantitativ enthält.
Derart aufbereitete Proben eignen sich zwar wegen des
Abbaus der Membran-Permeabilitätsschranken und der
Beseitigung der Trübung prinzipiell gut für photo-
metrische Tests, die Oxydoreduktasen sind aber nicht
mehr in die Atmungskette integriert. Es muß also ein
geeigneter artifizieller Elektronenakzeptor für die Dehy-
drogenasen gefunden werden, der direkt mit den parti-
kulären und den löslichen Formen der Enzyme reagiert
und die volle Geschwindigkeit der Dehydrogenase-
reaktion zu messen erlaubt. Er darf also nicht langsamer
mit dem Enzym reagieren als das Substrat. Zum Beispiel
ist die Bestimmung löslicher Succinat-Dehydrogenase
mit den histochemisch häufig verwendeten Tetrazolium-
salzen auf direktem Weg nicht möglich, da diese wohl
über die Atmungskette von Succinat reduziert werden
können, aber nicht direkt mit der Succinat-Dehydro-
genase reagieren (97).
Phenazintnethosulfat dagegen reagiert direkt mit den
atmungskettengebundenen Dehydfogenasen und ist
daher neben Hexacyanof errat-(III), das bei NADH-Dehy-
drogenase der Akzeptor der Wahl ist (98), für diese
Enzyme geeignet.
Wir haben, wie später besprochen'werden wird, Mena-
dion als Akzeptor für solubilisierte und partikelgebun-
dene Prolin- und Hydroxyprolin-Dehydrogenase ver-
wendet.
Macht man sich auch bei der Herstellung von Gewebs-
extrakten die Größe der Partikel, an die das untersuchte
Enzym gebunden ist, nicht klar, können beträchtliche
Fehler unterlaufen. Bei ungeeigneten Zentrifugations-
bedingungen gehen dann gerade jene Partikel, die das
Enzym enthalten, verloren. solcher Fehler trat bei-
spielsweise bei der Bestimmung von NAD(P)-Trans-
hydrogenase in normalen und pathologischen Leukocyten
auf (99): Das extrem niedrige Transhydrogenaseniveau,
das von den Autoren gefunden wurde, geht offenbar
darauf zurück, daß gemäß den verwendeten Homogeni-
sierbedingungen das Enzym an große Partikel gebunden
blieb und so bei der anschließenden Zentrifugierung ver-
loren ging.
Solubilisierung der Enzyme der inneren Membran
Methoden
Während Matrix-Enzyme schon durch kräftige mecha-
nische Desintegration oder Ultraschall freigesetzt wer-
den, erfolgt die Loslösung eines Teiles der Membran-
proteine nur unter ganz speziellen Bedingungen. Neben
diesen Schwierigkeiten ist es bei Enzymen, die aus einer
relativ festen Struktur herausgesprengt werden, schwer,
Kriterien anzugeben, ob es sich um das „native" Enzym
handelt oder ob bei der Loslösung größere Verände-
rungen gesetzt wurden. NADH-Dehydrogenase ist ein
instruktives Beispiel für solche Probleme (vgl. 96).
Sind Lipide für die Aktivität des Enzyms erforderlich, so
kann es schwierig sein, eine Solubilisierungsmethode zu
finden, durch die der essentielle Lipidanteil unange-
tastet bleibt. Die Art der Verankerung in der Membran
bestimmt, welche Agenden für die Solubilisierung geeig-
net sind. Zwar sind apolare Proteinwechselwirkungen
für den Aufbau der Membran wichtig, unter Umständen
führt aber schon die Lockerung elektrostatischer Wech-
selwirkungen oder der Abbau von Phospholipid zum
Erfolg.
Dementsprechend verschieden sind die Methoden, die
zur Solubilisierung membrangebundener Enzyme ver-
wendet wurden:
Einwirkung von Enzymen
Proteolytische Enzyme haben sich für .diesen Zweck
nicht bewährt. Das mag daran liegen, daß viele Enzyme
in einer Lipidhülle stecken, die für ihre Aktivität (100)
und speziell für Energiekonservierung und Elektronen-
transport erforderlich sein kann.
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Das geeignete Mittel zur Solubilisierung einiger Enzyme
ist Schlangengif t-Phospholipase A (besonders aus Kobra-
gift), oft in Form ungereinigter Giftpräparate. Aus den
Mitochondrien von Säugetiergeweben wurden auf diese
Weise NADH-Dehydrogenase (101), Cholin-Dehydro-
genase (102), <x-Glycerophosphat-Dehydrogenase (103)
und/-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (104) extrahiert.
Die Methode liefert Enzympräparate, die ohne Detergens
löslich sind, d. h. definitionsgemäß (105) auch nach ein-
stündigem Zentrifugieren bei mindestens 144 000 £ nicht
sedimentieren und keine nennenswerte Reaktion mit O2
mehr geben. Die Solubilisierung dieser Enzyme ist ein
verhältnismäßig spezifischer Vorgang, bei dem es keines-
wegs zum totalen Abbau der Membran kommt, so daß
schon dieser Schritt eine Anreicherung des Enzyms
bringt.
Die Solubilisierung von NADH-Dehydrogenase ist spe-
zifisch an den Cardiolipin-Abbau geknüpft, wie durch
Verdauung mit Na/a /^-Phospholipase, die Cardiolipin
erst bei verhältnismäßig hoher Konzentration angreift,
gezeigt wurde (29, 30). Crotalus ^^fa^^^/^j'-Phospholi-
pase, die Cardiolipin nicht angreift, kann weder NADH-
noch Cholin-Dehydrogenase solubilisieren (30, 102).
Cardiolipin scheint also selektiv an der Bindung Phos-
pholipase-solubilisierbarer Enzyme beteiligt zu .sein.
Neben den Fettsäureketten dürften auch die beiden nega-
tiven Ladungen des Cardiolipinmoleküls zur Verankerung
der Enzyme in der Membran beitragen.
Die Wirkung der Reaktionsprodukte der Phospholipase-
einwirkung — Lysophosphatide und Fettsäuren — als
grenzflächenaktive Agentien dürfte dagegen bei diesen
spezifischen Solubilisierungsvorgängen keine Rolle spie-
len : einerseits werden sie schon bei Toxinkonzentratio-
nen, die nicht auf die Dehydrogenasen wirken, reichlich
gebildet, andererseits kann man sie zu Mitochondrien-
präparationen zusetzen, ohne daß z. B. NADH-Dehydro-
genase abgelöst wird (30).
Wie spezifisch diese Phospholipasewirkung ist, zeigt
sich auch darin, daß andere Enzyme überhaupt nicht
solubilisiert werden, so Cytochrom c oder Succinat-
Dehydrogenase. In diesen Fällen wird das Enzym haupt-
sächlich durch polare Kräfte an die Membran gebunden.
Wir haben die Phospholipase-Methode dadurch variiert,
daß wir bei der Extraktion von Prolin-Dehydrogenase
aus Rattenlebermitochondrien eine Phospholipasekon-
zentration einsetzten, die an sich nicht zur Solubilisierung
des Enzyms hinreicht; gleichzeitig setzten wir aber noch
den sog. direkt lyrischen Faktor, ein basisches Polypep-
tid aus Schlangengift; zu. Dieses verstärkt synergistisch
die Wirkung der Phosphqlipase und führt so zur Ablö-
sung des Enzyms (106). Wir haben diesen Effekt ein-
gehender an der Lysosomenmembran studiert (107)
und ihn als Strukturänderung der negativ geladenen
Membran durch das basische Polypeptid gedeutet
(108).
Natürlich ist die Phospholipase-Methode auch durch die
mögliche Inaktivierung gewisser Enzyme begrenzt. Die-
ser Störung kann man unter Umständen durch die Ver-
wendung eines anderen Toxins begegnen: Während wir
NAD(P)-Transhydrogenase ohne weiteres durch Agkis-
trodonpisrivorus-TiOjan solubilisieren konnten (51), wird
sie durch Na/a naja- und Crotalus terrificus terrißa/s-To-xin
inaktiviert (47). Die Ursache für diesen Unterschied
dürfte die verschiedene Isoenzymzusammensetzung der
Toxine (109) sein.
Extraktion mit chaotropen Agentien
Eine Reihe von Stoffen, wie große, polarisierbare Anio-
nen (z. B. Rhodanid und Perchlorat) sowie Guanidin
und Harnstoff verändern Struktur und Ordnungsgrad
von Wasser so, daß apolare Proteingruppen in das
Wasser eintreten können. Solche Substanzen werden
daher als chaotrope Agentien bezeichnet (110, 111).
Mit dieser Methode gelingt es zum Beispiel, aus dem
Respirationskomplex I eine verhältnismäßig nieder-
molekulare NADH-Ubichinon-Reduktase herauszulösen.
Auch hier zeigt sich wieder die große Bedeutung apolarer
Wechselwirkungen für die Fixierung der Dehydrogen-
asen an der Membran: Das chaotrope Agens schaltet die
apolare Protein-Protein-Wechselwirkung innerhalb des
Komplexes I aus, nämlich jene zwischen Flavoprotein
undFe-Protein. Durch Phospholipase A wird dagegen der
intakte hochmolekulare NADH-Dehydrogenasekomplex
aus seiner Lipidumgebung herausgelöst.
Einwirkung von grenzflächenaktiven Stoffen
Ursprünglich war behauptet worden, daß membran-
gebundene Dehydrogenasen durch Detergentien solubi-
lisiert werden (112). Da aber das Enzym aus solchen
Extrakten nach Entfernung des Detergens wieder aus-
fällt, betrachtete man diese Systeme als Dispersionen un-
löslicher Partikeln, die völlig verschieden von den eigent-
lichen Enzymen sind (102, 105).
Nun ist es sicher richtig, daß Detergentien stets polydis-
perse Lösungen liefern. Bei einigen membrangebunde-
nen Enzymen liegt aber nach Einwirkung des Detergens
ein beachtlicher Anteil schon als Teilchen vor, das nicht
mehr an die Atmungskette gebunden ist. Es unterschei-
det sich zwar nicht im Gewicht, wohl aber in der Löslich-
keit (d. h. im Lipidgehalt) von dem durch Phospholipase
„echt" gelösten Enzym.
Wir haben gefunden, daß Detergentien (z. B. Triton
X-100) und Digitonin Prolin-, Hydroxyprolin-Dehydro-
genase und NAD(P)-Transhydrogenase, nicht aber
öc-Glycerophosphat-, Cholin- und Succinat-Dehydrogen-
ase (106) aus dem Membranverband herauslösen (Tab. 4).
Langdauernde hochtourige Zentrifugierung von Deter-
gens-behandelten Mitochondrien entfernt also die parti-
kelgebundenen Enzyme und stellt eine hervorragende
Anreicherung der solubilisierten Enzyme dar. Damit ist
auch eine Reassemblierung größerer Komplexe, wie sie
aus Rekonstitutionsexperimenten bekannt ist, nicht
mehr möglich.'
Vortrefflich eignen sich grenzflächenaktive Stoffe auch
zur Solubilisierung von Cytochrom b und c^ (113, 114).
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Tab. 4
Extraktion von Oxydoreduktasen der inneren Membran durch Ein-
wirkung von 16niM Triton X-100 auf Rattenlebermitochondrien und
Sstündige Zentrifugierung bei 157000g
Enzym EC % solubilisiert*
Prolin-Dehydrogenase
Hydroxyprolin-Dehydrogenase
N AD H-Dehydrogenase
NAD(P)-Transhydrogenase
«-Glycerophosphat-Dehydrogenase
Chol in-Dehydrogenase
Succinat-Dehydrogenase
.5.99.?
.5.99.?
.6.99.3
.6.1.1
.1.2.1
.1.99.1
.3.99.1
70
65
19
8**
5
3
1
*) Bezogen auf die Aktivität der 10 Stdn. mit Detergens behandelten
Mitochondrien.
**) Digitonin solubiüsiert unter gleichen Bedingungen 51 %.
Ultraschall und mechanische Desintegration
Einige locker mit der Innenseite der inneren Membran
verbundenen Enzyme, wie Enoyl-Co A-Hydratase und
Palmitoyl-Co A-Dehydrogenase werden durch Ultra-
schall in beträchtlichem Maß abgelöst (39). Kopplungs-
faktor Fj-ATPase wird schon durch Homogenisieren
mit Glaskugeln solubilisiert (115, 116). Allerdings sind
andere Methoden nötig, um die innere Membran
völlig von F! zu befreien (22). Die meisten Enzyme
der inneren Membran aber, speziell die Dehydrogen-
asen, können durch diese Methoden prinzipiell nicht
solubilisiert werden.
Solvensextraktionsmethoden
Von den 25—30%, die das Lipid am Trockengewicht
von Mitochondrien ausmacht, können etwa zwei Drittel,
nämlich die Phospholipide, nur schwer extrahiert
werden.
Die kurze Behandlung von — eventuell mit Aceton
getrockneten — Mitochondrien mit Lösungsmitteln wie
n-Butanol, die bevorzugt Phospholipide extrahieren
(117), ermöglicht häufig die Solubilisierung bestimmter
Enzyme; eventuell ist auch wie bei Cholin-Dehydrogen-
ase die Kombination mit einer Ultraschallbehandlung
erforderlich (105).
Bisweilen führt die Solvensextraktion auch zu Verände-
rungen der nativen Enzymstruktur. Z. B. stellt die von
MAHLER und Mitarbeitern (118) durch Alkohol extra-
hierte NADH-Cytochrom c-Reductase ein aus der nati-
ven NADH-Dehydrogenase entstandenes Artefakt mit
niedrigem Molekulargewicht und veränderter Substrat-
spezifität dar (96). Ähnliches gilt für die NADH-Dehy-
drogenase von MACKLER und Mitarbeitern (119, 120).
Änderung des lonenmiüeus
Succinat-Dehydrogenase läßt sich aus Mitochondrien-
Acetonpulver schon unter mild alkalischen Bedingungen
extrahieren (121, 122). Elektrostatische Wechselwirkun-
gen spielen also bei der Membranbindung dieses Enzyms
eine wichtigere Rolle als Lipidbrücken. Allerdings ist die
vorangegangene Acetonbehandlung der Mitochondrien
unerläßlich. Cytochrom c dagegen wird schon durch
Erhöhung der lonenstärke im sauren Bereich aus Säuge-
tiergeweben extrahiert (vgl. z. B. 123).
Spezielle Beispiele
Prolindehydrogenase (EC 1.5.99. ?)
Ein sehr typisches, aber wenig untersuchtes Beispiel für
die fest strukturgebundenen Oxydoreduktasen der inne-
ren Membran (76) ist Prolin-Dehydrogenase. Sie kata-
lysiert den NAD-unabhängigen ersten (124, 125) Dehy-
drierungsschritt von L-Prolin und liefert J1-Pyrrolin-
5-carbonsäure bzw. den im Gleichgewicht mit dieser
stehenden Glutaminsäure-y-semialdehyd (126, 127).
Wir haben gefunden, daß es sich um ein Flavoenzym
(106) mit essentiellen SH-Gruppen (128, 129, 130) han-
delt, dessen Solubilisierung durch Ultraschall, proteo-
lytische Enzyme, gallensaure Salze, Variationen von pH
und lonenstärke nicht oder fast nicht möglich ist,
so daß bis jetzt stets mit der Atmungskette verbundene
Präparationen („Prolinoxydase") untersucht worden
waren.
Im Säugetiergewebe spielt die Dehydrierung von Prolin
verglichen mit der von NADH oder Succiriat nur eine
untergeordnete Rolle: der Umsatz beträgt selbst in
Rattenlebermitochondrien, dem optimalen Objekt, nur
etwa 30 nMol/Min. · mg Protein (106,125,129); im Flug-
muskel gewisser Insekten ist das Enzym ein wichtiger
Lieferant von Krebscyclusmetaboliten (131, 132).
Prolin-Dehydrogeriase steht in analoger Beziehung zur
Atmungskette wie Succinat-Dehydrogeriase (133), so
daß P/O-Quotienten um 2 (134) und endergone NAD*-
Reduktion durch Prolin (135) gefunden werden.
Zu unserer Überraschung fanden wir bei der Fraktionie-
rung von Lebermitochondrienextrakten, die mit Triton
X-100 hergestellt worden waren, daß Hydroxyprolin
durch ein anderes, freilich verwandtes, Enzym dehydriert
wird als Prolin (129).
Das widerspricht zwar älteren Ansichten (136), steht
aber im Einklang mit zwei von EFRON entdeckten Stö-
rungen des Aminosäurestofrwechsels beim Menschen:
Bei der Hydroxyprolinämie kommt es zu stark erhöhten
Hydroxyprolinkonzentrationen in Blut und Harn, wäh-
rend der Prolinspiegel normal bleibt (137); bei der
Hyperprolinämie, bei der allerdings auch die Hydroxy-
prolinausscheidung erhöht ist, kommt es zu einer ent-
sprechenden Steigerung des Prolinspiegels (138). Bei
beiden Störungen kann man auf einer! genetisch beding-
ten Ausfall der korrespondierenden Dehydrogenase
schließen.
Prolin-Dehydrogenase unterscheidet sich in ihrem Solu-
bilisierungsverhalten stark von Succinat-Dehydrogenase.
Sie wird aus acetongetrockneten Mitochondrien durch
Pufferlösungen verschiedener pH-Werte und verschiede-
ner lonenstärken nicht extrahiert (106).
Die Solubilisierung des Enzyms gelang uns durch Be-
handlung von Lebermitochondrien mit Schlangengift
(Agkistrodon piscivorus-To-nn). Wie schon erwähnt, kann
man bei Verwendung von gereinigter Phospholipase A
nur dann einen vergleichbaren Effekt erzielen, werin man
außerdem den „direkt lyrischen Faktor", ein basisches
Polypeptid aus Kobragift, zusetzt (106).
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Solubilisierte Prolin-Dehydrogense reagiert nicht mehr
mit molekularen O2 umd weist sich durch eine breite
Absorptionsbande um 410 nm und ein entsprechendes
Maximum im Differenzspektrum (oxydiert minus redu-
ziert) als Flavoprotein aus.
Die — verglichen mit anderen Dehydrogenasen der
inneren Membran — ungewöhnlich gute Solubilisier-
barkeit von Prolin- und Hydroxyprolin-Dehydrogenase
durch das nichtionische Detergens Triton X-100 wurde
schon besprochen (vgl. Tab. 4).
Gemäß ihren Löslichkeitseigenschaften ist also Prolin-
Dehydrogenase vorwiegend durch apolare Wechsel-
wirkungen fest an die Membran gebunden. Sie wird
dementsprechend bei experimenteller Leberschädigung
nicht in größerem Ausmaß von den Membranen abge-
löst und unterscheidet sich so charakteristisch von der
Succinat-Dehydrogenase (siehe nächsten Abschnitt), die
vorwiegend durch polare Kräfte an der Membran ge-
halten wird.
NAD(P}-Transhydrogenase (EC 1.6.1.1)
(„TD-Transhydrogenase", NADPH: NAD+-Oxydore-
duktase) ist ebenfalls ein sessiles Enzym der inneren
Membran (51, 75). Es wurde von KAPLAN (49, 139)
erstmals durch Digitonin aus Säugetiermitochondrien
extrahiert.
Sowohl die energieabhängige Reduktion von NADP+
durch NADH
NADH + NADP+ + - X-*NAD+ + NADPH.+ X
( ~X bedeutet ein energiereiches nicht phosphoryliertes
Zwischenprodukt der oxydativen Phosphorylierung)
(140, 141), als auch die nicht energieabhängige Reduk-
tion von NAD+ durch NADPH werden durch dasselbe
Enzym katalysiert (142, 143).
Obwohl Transhydrogenase in einer Reihe von Geweben
wie Skelett- und Herzmuskel, Niere und Leber mit rela-
tiv hoher spezifischer Aktivität vorkommt (144), ist
keineswegs sicher, daß sie ein obligatorischer Mitochon-
drienbestandteil ist; wir haben z. B. in gewissen Tumor-
zellen (145) und in braunem Fettgewebe (146) sehr
geringe Aktivitäten vorgefunden.
Es ist ungeklärt, ob in Tumorzellen irgendeine Beziehung
zwischen NAD(P)-Transhydrogenasegehalt und Mali-
gnität besteht. Da aber die Zelle NAD-gebundenen Was-
serstoff bevorzugt via Atmungskette zur Energiegewin-
nung verbraucht, während der Wasserstoff von NADPH
der reduktiven Biosynthese dient, kommt der Trans-
hydrogenase eine Regulationsfunktiön zu (147, 148),
die speziell in Geweben mit hoher Syntheserate wichtig
sein könnte. Jedenfalls verdient das Enzym klinisch-
chemische Beachtung. Über die Änderung seiner Aktivi-
tät bei experimentellen Leberschäden wird unten berich-
tet.
Von der TD-Transhydrogenase zu unterscheiden ist die
DD-Transhydrogenase (NADH: NAD+-Oxydoredukta-
se). Entgegen der ursprünglichen Annahme (149) han-
delt es sich bei den beiden Transhydrogenasen um zwei
verschiedene Enzyme, deren Trennung uns durch Gel-
Filtration gelungen ist (150). Die DD-Aktivität dürfte
vor allem auf Lipoamid-Dehydrogenase (151) zurück-
gehen.
NAD(P)-Transhydrogenase wird durch verschiedene
Detergentien solubilisiert; wir konnten durch mehr-
stündige Zentrifugierung digitonisierter Rattenleber-
mitochondrien bei 157 000 £ das Enzym nicht sedimen-
tieren. Triton X-100 dagegen läßt die Transhydrogenase
an größere Membranstücke gebunden, die zwar nach
l Std. bei 100 000 £ noch nicht (152), wohl aber nach
3 Stdn. bei 157 00 £ sedimentieren (vgl. Tab. 3).
Wir haben das Enzym durch Einwirkung von Schlangen-
gift auf'Mitochondrien solubilisiert (51). Art und Kon-
zentration des Giftes ist ausschlaggebend, da jener Anteil
der Phospholipide, der für die Erhaltung der Aktivität
essentiell ist (149), nicht abgespalten werden darf.
Pathophysiologische Aspekte der
membrangebundenen Mitochondrienenzyme
Die vorangehenden Ausführungen haben gezeigt, daß
es möglich ist, durch geeignete Verfahren membran-
gebundene Mitochondrienenzyme zu solubilisieren und
quantitativ zu erfassen.
In der Diagnostik haben aber die Enzyme der inneren
Mitochondrienmembran kaum Beachtung gefunden, ob-
wohl sich eine Reihe von ihnen (vgl. Tab. 2) schon
durch ihre leichte Meßbarkeit dafür anbietet. Sie treten
nämlich wegen ihrer festen Verankerung in der Membran
nicht in das Blut über.
Obwohl sich also die Untersuchung dieser Enzyme auf
Biopsieproben beschränken muß, sind die Voraussetzun-
gen für ihre Bestimmung durchaus gegeben, da heute
einfache Methoden zur Fraktionierung kleinster Gewebe-
proben zur Verfügung stehen (vgl. z. B. 153).
Jedenfalls läßt die Erweiterung des Enzymmusters ver-
schiedener Gewebe durch Einbeziehen membrangebun-
dener Mitochondrienenzyme wertvolle diagnostische
Hinweise erwarten, wie die Betrachtung bisher vorliegen-
der Ergebnisse zeigen soll.
Experimentelle Schädigung der Leber
Bei Ratten wurde Leberschädigung durch Ischämie oder
Tetrachlorkohlenstoff hervorgerufen und ein Absinken
von Cytochrpmoxydase und Succinat-Dehydrogenase
beobachtet (154, 155); andere Autoren berichten eine
Steigerung von Succinat- und NADH-Dehydrogenase
in der Mäuseleber nach Cyclophosphamid (156).
Wir haben unser Augenmerk ebenfalls auf Succinat-
Dehydrogenase und auf die oben näher besprochenen
Enzyme Prolin- und Hydroxyprolin-Dehydrogenase so-
wie NAD(P)-Transhydrogenase gerichtet und Leber-
schäden durch einmalige Tetrachlorkohlenstoffgaben
untersucht (157). Dabei zeigte sich ein bemerkenswerter
Unterschied zwischen Matrixenzymen und Membran-
enzymen: Während die Matrixenzyme bereits 6 Stunden
nach der Applikation absinken (158), steigt die spezifi-
sche Aktivität sowohl der Prolin- und der Hydroxy-
prolin-Dehydrogenase als auch der Transhydrogenase
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während des ersten Tages nach der Applikation an. Die
beiden erstgenannten Enzyme erreichen aber ihr Maxi-
mum schon nach 16 Stunden und fallen dann unter die
Norm; Transhydrogenase dagegen hat erst nach 2 Tagen
ein markantes Maximum (180% der Norm) erreicht und
fällt während der folgenden Tage auf die Norm oder
knapp darunter. Hingegen sinkt Succinat-Dehydrogenase
während des ersten Tages und steigt dann langsam auf
Werte, die etwa 20% über der Norm liegen.
Dieses von uns untersuchte, freilich sehr spe2ielle Bei-
spiel zeigt, daß sich die Atmungsketten-gebundenen
Oxydoreduktasen bei Zellschädigung durchaus verschie-
den verhalten. Es liegt nahe, anzunehmen, daß bestimm-
ten pathologischen Zuständen charakteristische Muster
strukturgebundener Enzyme zugeordnet werden können.
Bei der Interpretation dieser Ergebnisse hat man zwei
Haupteffekte, die sich u. U. überlagern, zu berücksichti-
gen: 1. Die Permeabilitätsschädigung der Mitochon-
drienmembran, die zum Austritt der Matrixenzyme und
bei sehr starker Veränderung der Membran auch zur Ab-
lösung einzelner Membran-Dehydrogenasen wie der
Succinat-Dehydrogenase führt. Das bewirkt eine Steige-
rung der spezifischen Aktivität der sessil gebliebenen
Prolin-Dehydrbgenase, die sich aber nicht in der Aktivi-
tät pro g Gewebe äußert. 2. Eine Steigerung der Synthese
gewisser Enzymproteine, die durch ein toxisches Agens
oder seine Metaboliten bewirkt wird, und etwas später
als die Membranschädigung einsetzt. Bei NAD(P)-
Transhydrogenase erscheint diese Erklärung der starken
Aktivitätserhöhung plausibel, weil hier auch die auf das
Gewebsgewicht bezogene Aktivität zunimmt.
Eine solche adaptative Synthese eines Mitochondrien-
enzyms wurde bis jetzt nur bei der (5-Aminolävulinsäure-
Synthetase nach Gaben gewisser Pharmaka oder von
Äthanol beobachtet (159), die mit der Vermehrung des
endoplasmatischen Reticulums bzw. der Pharmaka-Ent-
giftungsenzyme einhergehen (160).
Ähnlich wie bei der (5-Aminolävulinsäure-Synthetase
könnte man bei der NAD(P)-Transhydrogenase den
Sinn ihrer Erhöhung in einer Förderung der Detoxika-
tionsvorgänge sehen, wobei über die Transhydrogenase
NADPH erzeugt und für mikrosomale Hydroxylierun-
gen zur Verfügung gestellt wird.
Klinische Beobachtungen
Ältere Untersuchungen über Succinat-Dehydrogenase,
Cytochromoxydase (161) und NADH-Cytochrom c
Reduktase (162) in der cirrhotischen menschlichen Leber
haben keine Änderungen der spezifischen, wohl aber eine
Senkung der auf das Gewebsgewicht bezogenen Aktivi-
täten und eine starke Schädigung der oxydativen Phos-
phorylierung ergeben (162). Verringerte Fähigkeit zur
oxydativen Phosphorylierung ist aber eine allgemeine
Eigenschaft der Mitochondrien in der geschädigten
Leber (162, 163); wir haben das auch beim Meer-
schweinchen nach Gaben des hepatotoxischen Alkaloids
Imperatorin bestätigt gefunden (164, 165).
Von SCHERST£N und Mitarbeitern (163) wurde eine Ver-
minderung der Succinat-Oxydation, die bei akuter Hepa-
titis, nicht aber beim Verschlußikterus auftritt, beschrie-
ben. Auch in Leber-Biopsie- und Autopsiematerial von
chronischen Alkoholikern ist die Succinat- und die
NADH-Dehydrogenase stark erniedrigt (166).
Die Deutung solcher experimenteller und klinischer Be-
funde muß von einigen prinzipiellen Wirkungen auf die
Membranen des geschädigten Gewebes ausgehen:
1. Drastische Zellschädigungen wirken sich in einem
Abbau der Mitochondrienmembran aus. Speziell die
leichter solubilisierbaren Enzyme sinken ab, während
fester haftende Enzyme an den fragmentierten Mem-
branen verbleiben. Dieser Unterschied wird z. B. oben
am verschiedenen Verhalten von Succinat-Dehydrogen^
äse und Prolin-Dehydrogenase demonstriert.
2. Die Beeinflussung der Proteinsynthese in den geschä-
digten Zellen kann zur Folge haben, daß sich defekte
Membranen mit unvollständiger Enzymausrüstung bil-
den. Andererseits kann unter pathologischen Bedingun-
gen die Synthese gewisser Enzyme adaptativ gefördert
werden, so daß es zur Steigerung der spezifischen Akti-
vität kommt. Diese Möglichkeit wurde anhand der
NAD(P)-Transhydrogenase diskutiert.
3. Schon bei verhältnismäßig geringfügigen toxischen
Veränderungen ändert sich der dynamische Zustand der
Mitochondrienmembran und die oxydative Phosphory-
lierung sinkt stark ab.
Ausblick
Die strukturgebundenen Mitochondrienenzyme haben
gerade durch ihren hochgeordneten festen Einbau in die
Membran die Enzymchemie vor beträchtliche Probleme
gestellt. Die schwierige Ablösbarkeit ist aber anderer-
seits vom Standpunkt der klinischen Chemie interessant:
Hier äußern sich vorwiegend schwere, zum partiellen
Abbau der Membran führende Schädigungen. Entspre-
chend der geschilderten Verschiedenheit der Solubilisie-
rungsbedingungen in vitro sind auch in vivo klinisch-
diagnostisch interessante Unterschiede zu erwarten.
Gerade heute, da immer häufiger Biopsiematerial unter-
sucht wird, lohnt es sich, diese Enzyme auch in der
Medizin stärker in Betracht zu ziehen. Wir sind zur Zeit
bestrebt, an Leber und Niere entsprechende Unter-
suchungen durchzuführen.
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